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Abstract: Ecological energetics involves the applica- 
tion of energetics to address questions of interest to pop- 
ulation biologists. These queslions cover a variety of 
topics, ranged from the adaptive significance vf sex, 
life history evolutiun, behavioral allocation and trade- 
olf to reproductive and mating systems or foraging 


stralegies. This review has following parts: principles 


of evolutionary optimization, ihe relationship between 
energy expenditure and fitness, the approaches of de- 
scribing life history, how could energy budget be regu- 
larized by supply or demand, the links of energy with 
structure and function, energy and foraging theory. 


and energy allocation and sexual selection. 
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$5 T Æ (microsatellite ) 是 近 十 几 年 来 发 展 起 来 
的 一 种 新 的 分 子 标 记 , 它 是 指 以 少数 几 个 核 苦 虑 (1 
~6 个 ) 为 单位 多 次 重复 的 简单 序列 ,以 肥 核 音 酸 重 
复 最 为 常见 ,而 其 中 又 以 (CavGT)， 居 多- HT 
工 星 在 真 核 生物 基因 组 中 是 随机 分 布 的 ,而 作为 分 
了 遗传 标记 又 有 着 非常 高 的 多 态 性 和 共 显 性 ,四 此 
在 构建 遗传 连锁 图 谱 时 备 受 青睐 {Brook et al., 
1994). 目前 ,在 人 类 和 多 种 动物 中 已 经 购 建 了 以 做 
卫星 为 主 的 遗传 连锁 图 谱 。 但 在 鳃 鱼 等 水 产 动 物 的 
遗传 连锁 图 谱 中 , 微 卫 明 分 子 标记 还 较 少 ( 孙 效 文 和 
QURBIER.2000). 7g pP fw — E DE SEfa ok TIRB S 
法 ,并 进一步 丰富 已 经 获得 的 鲤鱼 遗传 连锁 图 应 ,我 
TET IIE a E E, PHCA st HERE, Mi 
ET 2 AEE, EWE DNA 序列 的 基础 上 ,设计 
并 合成 了 其 中 17 TALENS . E5] TE f 
中 均 能 扩 增 品目 的 条 带 ， 


1 材料 和 方法 


1.1 鲁 鱼 部 分 基因 文库 的 构建 

1.1.1 质粒 PCEM-32Zf + ) 的 提取 和 酶 切 ” 碱 裂解 
法 抽 提 质粒 pDEM-3ZI{ + ), 然后 用 限制 性 内 切 酶 
BamH | 3tt TA UJ), BERI b ^F Eo 0t TE 85 RS ORC RE B 
CIAP A Eg E. 5 "om ERE 

1.1.2 885 DNA 的 提取 和 酶 茹 ”本 实验 所 用 的 
HE H E EL HE Cyprinus carpio haematopterus 
Temminck et SehlegeD) ,5K B IRJE Ld ue HOTEL Ez S PE 
KHERI O.I g. lE A 0.5 mL XESERECO.SoE t 
AN IB IE EA. 200 pg/mL E AW KK.0.5 mol/L ED- 
TAJ.509ciR Éf 1 ~ 2h. ARAE MAA IH. CS 
各 抽 提 I N, LENEE. gA 7096 BE TE 1 次 。 
ASTAR, Dg I00 uL 0.1 x TE 溶解 。 取 5 ug FEA 
DNA.JH 5 - 8 单位 的 限制 性 内 切 酶 Sau3A E BEI, 
使 切 出 的 片段 大 部 分 在 150 ~ 1 500 bp 之 间 ,乙醇 沉 
i [T 

1.1.3. 连接 及 转化 NX 300 ng 质粒 DNA ,80 ng Mi 
BERME DNA, IA T4 DNA 连接 酶 1 个 单位 ,加 
无 菌 水 补足 50 pL.12 ~ 169C Fz hz 23 15h。 感 受 态 细 
胞 的 制备 参照 Molecular Cloning Sambrook et al., 
1989) 取 SuL 连接 液 进行 转化 ,最 后 涂 到 事先 制备 
好 的 含有 100pg/ml 的 氨 共 青霉素 的 LB 平板 上 . 平 
HRE X-Gal 和 IPT ,每 个 平板 上 菌落 控制 在 
600 以 内 - 

1.2 RIE (CA) HRE 


01.2.1 EXRHHA — HT ES E PRI EN T 
高 US 50%)， 因 此 用 无 菌 牙签 把 白色 菌落 转移 到 
底部 画 有 方 格 线 的 新 的 平板 上 ， 每 个 平板 上 约 400 
个 菌落 。 困 交 膜 为 硝酸 纤维 素 滤 膜 ， 直 径 与 平板 的 
内 生 相 同 、 杂 交 膜 的 制备 参照 (Molecular Cloning? 
(Sambrook et al.. 1989), 每 个 平板 影印 1 张 杂交 
膜 ， 并 作 好 一 致 的 方位 标记 ， 影 印 后 的 平板 放 于 
37 人 培养 箱 中 直到 重新 长 出 菌落 . 
1.2.2 探 儿 的 制备 CA LE CA 重复 15 次 
的 序列 《Ca)is20 pmol. T4 £ Fir NS 2 个 单 
位 ,最 后 加 人 y"P-ATP 50 pwCi， 反 应 体积 50 pL， 
ATUGKGÉ 1h， 通 过 自制 的 Sephadex G — 50 凝 胶 柱 
回收 探 针 标 记 液 - 
1.2.3 杂交 RIIPPA H. MEARE 
膜 ,25 mL SO'C F £A 69 2 SE HR (0.25 mol/L NaCl. 
0.125 mol/L Na;HPO,. 1 mmol/L Tris: HCl pH7.4. 
0.79€ SDS, 109€ PEG-6000) . 4 3 b 3E PERS ^| "Eg 
ER DNA 2.5 ug. SOCHE 2h， 倒 出 预 休 交 液 ,加 
A 25 mL 50 乞 预 热 的 杂交 液 .再 加 入 终 浓 度 为 1 -~ 
1.5 x 10° epm/mL BJ REF CCA 45, 50C 2€ Z 12~ 16 
hs RK HE 2 x SSCC S 0.196 SDS2,0.1 x SSCC 8 
0.19€ 8D8) ,0. 1 x SSCC T & 0.196 SDS) fE 50T & i 
i& 15 min. 暗室 中 压 上 % 交底 片 . - 7096 E SEE] 
8:23 16 hCi da 3p .1997). 
1.2.4 阳性 克隆 的 挑 取 按照 原先 确 宕 的 方位 ， 
将 放 底 片 、 硝 酸 纤 维 素 息 膜 和 模板 平板 3 8 
R, 在 相同 的 位 置 上 挑 出 阳性 克隆 ， 并 转移 到 新 的 
平板 上 ， 
1.3 DNA 测序 

45 SE 2E nl EE BE (E S. (CAD, 的 质粒 DNA. 
利用 ABL 377 DNA 序列 自动 分 析 仪 进行 测序 ， 测 序 
试剂 盒 为 BigDve™ Terminator Sequencing Ready Re- 
action DNA Sequencing Kit 


2 结果 及 分 析 


利用 探 针 (CA)s 对 2000 个 白色 菌落 进行 租 选 ， 
共 获 得 阳性 克隆 45 T (2.2590. ER T 13 个 克隆 信 
号 较 弱 或 不 含油 卫星 以 外 .在 其 余 32 个 克隆 中 共 得 
$422 个 微 卫 星 , 共 中 (GTACA) 19 M. di 86.49. 
这 些 沿 卫星 可 以 分 成 3 类 :完美 型 非 完 美 型 和 混合 
型 ,分 别 占 63.696 22.796 $8 13.7%., 55 9h ERIK 
数 在 6~ 11 HATERS, H 36.49. m 30 次 以 上 
HRT, Hg 4.59 CX M). 
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ng 








在 22 个 微 卫星 中 ,除了 5 个 因 两 端 序列 太 短 而 
不 能 设计 引物 之 外 ,对 其 余 17 个 在 网 上 使 用 麻 省 理 
工学 院 白 头 研究 所 的 Primer3 软件 设计 引物 ,然后 
在 上 海 生 工 生物 工程 公司 合成 ,并 对 黑龙 江 野 鲤 种 
表 1 鳃 鱼 微 卫 星 的 不 同类 型 重复 序列 和 重复 次 数 所 占 比 例 


Table 1 Percentage of various repeat sequence type and repeat numbers of microsatellite in common carp 
做 卫星 数 日 Cuicrosatellite number? 





群 进行 了 PCR $E. PCR 程序 为 ;9SY 变性 3 min; 
92% 30 3,50 ~ 53T 305, 727€ 30 5,38 SM: 72T 
延伸 5 min ARI TERRA. KeA UE 
引物 的 序列 .大 小 以 及 退火 温度 见 表 2. 


22 














AEKA repen sequence type) TÉRRA perfect! 非 完美 型 (imperfect! iE Ceompeunid 1 
53.6506 22.79€ 13.766 
重复 次 数 1mpeat number! 5-11 12-17 18 -23 "24-29 »30 
36.465 12.70 2276 13.695 4 56 
表 2 mBÉWDESTimiERSTY 
Table 2 Microsatellite markers and their primers in common carp 
ALERE 引物 序列 大 小 bp 重复 序列 BK HE ^C 
(micrusalellite marker ) | primer sequence ) I size] (repeat sequence ) L annealing temiperuture ) 
HLJ 001 P ^GCTTGATIGCALAAGCCAAT 124 ‘TG)s 50 
R TCCTCGATGGTAGAGGGTTG 
HLJ 002 P TCAATITGCACITAAGTITTTACCA 192 (TG IT (TO Si 
R CCTGGGGATTTATAGGGTCA 
HLJ 003 P ^ CATAACCGUTUTGUTGA ACA 104 EGT hik 51 
R  GGCCTTITAGATCAAGGTCAGG 
HLJ 004 P TCAAATAGCUTTGGTGAGCTT 195 ACT 50 
R TTCTCCTCTTCAAUCCCAACG 
HLJ 005 P GACGTGTGGCCAAGAATTG 200 EANTA (CAN ïI 
R CAAGAGCAGCTTCCAAATCC 
HLJ 006 P TCAGTTUCTUAGAATCCATCG 194 I GT) gs su 
R  GGTCCCCATTGACTTCCATA 
HEJ O07 P TCACGCGCGAAATGTCTTTA 194 (TG 3, CAD 52 
R GTGTGIGGPCCTCCCAAAAG 
HLJ 008 P GAGACICAAACCCACAGGAAA 179 (ATI; 50 
R  ITIGCAAAATTAAAATGTTTIGCTTC 
HLJ 009 P GGGCTCTCTGTGTTGGTCTT 200 VICOS {AAC 5I 
R | CGGGGCAAATGTGTTTAAAGT 
HU 010 P TAGTGGGCACTGCAACTGCTC 23 ICAA lg 50 
R CATTCATTGPICATITIGAGCAAAC( 
HLJ 01} P TTAGULAGCCAGAGACAAGC 200 ICAJ w 5ü 
R CACTGCCACAAACCCATCTA 
HLJ 012 P CCCAAGTTCCAAACAGTTCTGC 1 时 L A3 51 
R | CTGACCCCAAATTACTGACCA 
HLJ 013 P AAAAAGGCTGAAGCAGCAAT 193 ICA] CAR 50 
R GATCAGCCATGTTCAAGGA AL 
HLJ 014 P TGUGCTITAGCTITFGGAATGA 188 ITC)o C), CPG, 50 
R GGATCACCTACGCACCTTTUG 
HLJ 015 P GATGTCCAACACATGCC CA 199 LGTÀ 5ü 
R ITTGCATGTACGCCACGCATA 
HLJ 016 P TOCTCAGTAATTTGCGCTCAG 235 IT? 5I 
R | GAGTGGGGAAACAGTTCTGC 
HLJ 017 P TGCTCCCAGTCTITTTCTCATTC 254 LAT 5n 
R TGACAACACATTTGCCTCA A 


P. 正 尚 引物 (forward pnmer?; R: 反 向 引物 (reverse primer) , 
本 实验 共 检 测 了 2000 个 克隆 ， 有 阳性 克隆 有 45 个 ， 
即 每 检测 44 个 克隆 就 有 1 个 阳性 克隆 ,由 十 每 个 


3 i it 


由 于 微 卫 星 在 真 核 生 物 基 因 组 中 分 布 广泛 ， 并 
且 基 随机 分 布 的 ,可 通过 检测 的 阳性 克隆 的 数目 来 
估计 (CA), 这 类 微 卫星 在 整个 基因 组 中 的 数量 ， 


克隆 中 的 插入 片段 的 平均 大 小 为 900 bp， 因 此 可 计 
算出 在 鲤鱼 基因 组 中 大 概 每 40 kb SES 1 P (CAD, 
类 的 微 卫 星 。 而 整个 鲤鱼 基因 组 的 大 小 约 为 1.0x 


38i 
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IU*. jx FEES 个 基因 组 中 共有 2.5 x 10 个 (CLA. 
而 根据 Cronijmans etal. (1997) 4] BE f& pir TI E UFR 
的 结果 ， 估 计 每 30 ~ 35 kb 就 有 1 M (CA), 类 的 微 
且 星 ， 这 和 本 实验 得 到 的 数值 是 - 致 的 . xo em p 
(CA), 在 鲁 鱼 基因 组 中 分 布 是 非常 广泛 的 ， 足 以 满 
足 梅 建 高 密度 的 遗传 连锁 图 谱 ， 

PLE R E 20 此 纪 90 千代 初 用 作 分 子 标记 以 
E, CRAKE HAR, WATA IE E WNA 
WIE, PERE, KRIU ROG PE SIE 
7E (Aliah etal., 1999; McConnell et al., 1995). 
作为 第 2 fem Tekom LE T Hb or T bie 
如 RAPD 和 RFLP Æi, H A PEE ke MI g&n 
Jti PE, dü FL'Z Yr R + EPA BEN ZR rD Rf EL a ta 3f 
JE T $E. AER uh n HE Rb Pci d DR TB TJ 
ig. Hg. FRATE p E: y BEER B RUE SO 个 
连锁 组 的 遗传 连锁 网 谐 ， 共 有 分 和 标记 262 个 ， fH 


$ 考 


Abah R5. lakap M. Dong d et u£.1999. [solatron and uibierilani e: ol mi- 
ire delle niarkers in the commun varp Cyrus terpal] Fisheries 
So e.8 21.238 ~ 239. 

link A Lt ask L, Pul B e a£. E994. Crgamuatian of mwrnoatelinrs 
dillers leben route arul iolil-waler teleost fishes J. Con. J. 
Foh Agnar. S S1: [959 — t966. 

Uronmans fi P M A. Berbooms € A F, komen J e ul, t997 Mierusali l- 
ale marbers on Poor mop i Opraras earpre L | J]. Animal. Ce- 
ner s 28:129- 132 

Mi imsel $, ttamlion L, Morea D e! at. E995. Fyolapian or vrlownat rm- 

modelle lo ( and ther appheaton to tbe populntion genetics ol 


Agaaruliure , 137 ; 


Gauradliam rasi cael shieks ol Atlantis salino ] 


鲤鱼 的 徽 卫星 分 了 标记 还 比较 少 ， 只 有 26 b (wd 
AÁECXCHDRERISE. 20001. 43:5 I0) d- Se H 02 9 eut 
一 步 厅 富 和 完善 这 个 图 谱 ， FE ESSET dr fit EN 
文库 和 利用 放射 性 标记 探 针 (CAO EE E. US 
经 获得 了 22 PAEL. 并 设计 人 台 成 了 了 [7 村 引物 ， 
时 找到 了 合适 的 PCR 扩 增 条 件 ， 下 -- 步 将 利用 这 
Ebr D Eb FE T FUE SE fe ut Ped SUE d S c 
BEPERKEN, REAA E o rk BE fn t5 dit 
FEME E RE, JXXOSCD E biet uu] Su BERE 
E XE BS FR fe] A ER RT [8] B) dE (E RIA fE EE TE (EE HE HE 
有 几 的 工具 ， 


So ”本 实验 得 到 黑龙 江水 产 研 究 所 梁 利 
群 、 问 学 春 以 及 李 丽 坤 等 老师 的 大 力 支 持 ， 在 此 表 
TAH, 


1 


x RA 


19 - 3n. 

Samliriik. ]. Frisi h FE F. Manurtis T. t989. Moleular ! tunmg: à Larra- 
Iove Manual (2nd ediuon 1 [M ]. New York. Cold Spong Harbor Labi- 
urdin Press 60 ~ 68, 

Sun X W, Lung L 9.2008 A genene lmkage map of camman iar J ]. 
Juras uf Fohery Seem es of China TEI): 1-5 40 o, G aN, 

2000. B fG H3 BE TG EAE O I K REEKS 

Su L .*ua J H.l'an Q e ol, E907. ]-ulation ul bimd-«pecilir 
emroutellue frm mman chremoseme 8924.1 J. dete tenen a Siya- 
ruil): l-o. lik o 44.9 EAE PE 19u7 A t ti ph 
&q24 ] f$ HEA Je PE NA müde mis i 2A d ud e 
h 


TLA 1, mi- 


Isolation of Microsatellite Markers in the Common Carp ( Cyprinus carpio ) 


WEI Dong-Wang™ 


tr Fisheries Colleg ， 


p Hewongpang: Aner Faesheries Research Wtitute, rhe Chinese Aeadeun uf. Fadwries ine, Harbin 


Abstract: A parlial contnton carp genomic library was 
construcled. 45 positive clues were isolated [Irom 
sereenimg about 2000 clones of the genumic library with 
a (CA 1s probe labelled al the 5 end with y P-ATP. 
Sequencing of these clones wus performed with autoniat- 
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ed sequeneer, and 22 microsatellites were isolated. 17 
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piwem were designed. based un unique sequences 
flanking rach ntotif with the software Primrr3. PCR on 
Cyprinus carpio haemutopterus was. carried. out with 
these primers, and all gave expected bands. Anneat- 
ing temperature of these primers was hetweeu 50% and 
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